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^pVTENT COOPERATION TRWY 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(rL I nUle b I .Z) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
uttice 
Box PCT 

Washington, D.C. 20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
10 Auaust 1999 (10 08 99) 




International application No. 
PCT/EP98/07682 


Applicant's or agent's file reference 
14/042,044 


International filing date (day/month/year) 
27 November 1998 (27.11.98) 


Priority date (day/month/year) 

28 November 1997 (28.11.97) 


Applicant 

STEINLEIN, Peter et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

25 June 1999 (25.06.99) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



The election 



□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 






34, chemin des Colombettes 


Celine Faust 




121 1 Geneva 20, Switzerland 






Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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VERTRAWBER DIE INTERNATIONALE ZUS^MMEN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

14/042,044 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/07682 


Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

27/11/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

28/11/1997 


Anmelder 

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH et al . 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sqfern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schrifttichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[7] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

rrri wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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ernationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/07682 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 G01N33/50 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12Q G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Oatenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



BAKER A AND COTTEN M: "Delivery of 
bacterial artificial chromosomes into 
mammalian eels with psoral en-inactivated 
adenovirus carrier" 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 
Bd. 25, Nr. 10, 25. Mai 1997, Seiten 
1950-1956, XP002081200 
siehe das ganze Dokument 

CHRISTOFORI G. ET AL.,: "A second signal 
supplied by insulin-like growth factor II 
in oncogene-induced tumorgenesi s" 
NATURE, 

Bd. 369, - 2. Juni 1994 Seiten 414-418, 
XP002097209 

siehe das ganze Dokument 

-/~ 
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Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 

"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherche nbericht genannten Verdffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

19. Marz 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

01/04/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Miiller, F 
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f 

All 



'ernationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/07682 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



p,x 



LAMM G. ET AL. , : "A rapid, quantitative 
and inexpensive method for detecting 
apoptosis by flow cytometry in transiently 
transfected eel 1 s" 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

Bd. 25, Nr. 23, - 1. Dezember 1997 Seiten 
4855-4857, XP002097210 
siehe das ganze Dokument 

LAMM G . & CHRISTOFORI G. : "Impairment of 
survival factor function potentiates 
chemotherapy-induced apoptosis in tumor 
cells" 

CANCER RESEARCH, 

Bd. 58, - 15. Februar 1998 Seiten 

801-807, XP002097211 

see whole doc. esp. M&M, and figures 
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PCT 

REQUEST 



The undersigned requests ihaKhe ipreseiSQQJT 
international application be processed 1 " 
according to the Patent Cooperation Treaty. 



For receiving Office use only 



PCT/EP98/07682 
International Application No. 



(27.11.1998) 
International Filing Date 



27 NOV 1998 



EUROPEAN PATENT OFFICE 

PCT INTERNATIONAL APPLICATION 

Name of receiving Office and "PCT International Application" 



Applicant's or agent's File reference 

(if desired) (12 characters maximum) 14/042 , 044 



Box No. I TITLE OF INVENTION 

METHOD FOR MEASURING THE APOP 


TOSIS 


Box No. II APPLICANT 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official 
designation. The address must include postal code and name of country. The country of the 
address indicated in this Box is the applicant sState (that is, country) of residence if no State 
of residence is indicated below.) 

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH 
Postfach 200 

D-55216 Ingelheim am Rhein 
DE 


| | This person is also inventor. 


Telephone No. 
06132/772282 


Facsimile No. 

06132/774377 


Teleprinter No. 

4187910 bi d 


State (that is, country) of nationality: 

DE 


State (that is, country) of residence: 

DE 


This person is applicant I | all designated r— i all designated States except 1 1 the United States | 1 the States indicated in 

for the purposes of: 1 1 States 1 XI the United States of America | | of America only | | the Supplemental Box 


Box No. Ill FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official 
designation. The address must include postal code and name of country. The country of the 
address indicated in this Box is the applicant s State (that is, country) of residence if no State 
of residence is indicated below.) 

STEINLEIN , Peter 
Rembrandstrasse 10/4 
A-1020 Vienna 
AT 


This person is: 

[ | applicant only 

|X | applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
is marked do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality: 

DE 


State (that is. country) of residence: 

AT 


This person is applicant I I all designated 1 1 all designated States except rT7] the United States 1 [ the States indicated in 

for the purposes of: 1 1 States | | the United States of America 1 A l of America only | | the Supplemental Box 


1 X| Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet 


Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 


The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf 1 1 _„ nt v ____ ^^ntot;,,, 

of the applicant(s) before the competent International Authorities as: 1 1 agent X common representative 


Name and address: (Family namefollowed by given name; for a legal entity, full official 
designation. The address must include postal code and name of country) 

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH 
Postfach 200 

D-55216 Ingelheim am Rhein 
DE 


Telephone No. 
06132/772282 


Facsimile No. 
06132/774377 


Teleprinter No. 
4187910 bi d 


1 I Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the 
I 1 space above is used instead to indicate a special address to which correspondence should be sent. 
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Continuation of Box No* III 



Sheet No. 



PCT/EP98/0768 



THER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 



If none of the following sub-boxes is usea\ this sheet should not be included in the request 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official 
designation. The address m ust include postal code and name of country. The country of the 
address indicated in this Box is the applicant sState (that is, country) of reside nee if no State 
of residence is indicated below.) 

HOFFMANN , Johannes 
Anton-Frank-Gasse 3/9 
A-1180 Vienna 
AT 


This person is: 

| | applicant only 

|X [ applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country). of nationality: 

AT 


State (that is, country) of residence: 

AT 


This person is applicant | 1 all designated 1 1 all designated States except [—1 the United States | 1 the States indicated in 

for the purposes of: 1 I States | | the United States of America 1 ^-1 of America only | | the Supplemental Box 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official 
designation. The address m ust include postal code and name of country. The country of the 
address indicated in this Box is the applicant 'sState (that is, country) of residence if no State 
of residence is indicated below.) 

LAMM, Gabor 

Hohenzol lernstrasse 120 

D-80796 Munich 

DE 


This person is: 

| | applicant only 

| X | applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality: 

HU 


State (that is, country) of residence: 

DE 


This person is applicant | | all designated | 1 all designated States except prri the United States | 1 the States indicated in 

for the purposes of: | | States | | the United States of America 1 A 1 of America only | | the Supplemental Box 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official 
designation. The address must include postal code and name of country. The country of the 
address indicate din this Box is the applicant sState (that is, country) of residence if no State 
of residence is indicated below.) 

CHRISTOFORI , Gerhard 
August-Greimlweg 1 7 
A-1230 Vienna 
AT 


This person is: 

| | applicant only 

| X| applicant and inventor 

1 1 inventor only (If this check-box 
*— ' is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality: 

DE 


State (that is, country) of residence: 

AT 


This person is applicant 1 1 all designated 1 1 all designated States except rrn the United States | 1 the States indicated in 

for the purposes of: | | States | ( the United States of America 1 & 1 of America only | | the Supplemental Box 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, fill official 
designation. The address must include postal code and name of country. The country of the 
address indicatedin this Box is the applicant sState (that is, country) of residence if no State 
of residence is indicated below.) 


This person is: 

| | applicant only 

| | applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
is marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality: 


State (that is, country) of residence: 


This person is applicant | 1 all designated | 1 all designated States except I 1 the United States | 1 the States indicated in 

for the purposes of: 1 I States | | the United States of America | | of America only | | the Supplemental Box 


| | Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet. 
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Box No.V 



DESIGNATION 



PCT/EP98/0768 



Sheet No. 



STATES 



The following designations are hereby made under Rule 4.9(a) (mark the applicable check-boxes; at least one must be marked): 
Regional Patent 

□ AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swaziland, UG Uganda, 

ZW Zimbabwe, and any other State which is a Contracting State of the Harare Protocol and of the PCT 

□ EA Eurasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of 

Moldova, RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other Slate which is a Contracting State 
of the Eurasian Patent Convention and of the PCT 

0 EP European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH and LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany 
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, LU Luxembourg 
MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, and any other State which is a Contracting State of the European 
Patent Convention and of the PCT 

□ OA OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cote d'lvoire, CM Cameroon. 

GA Gabon, GN Guinea, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, and any other State 
which is a member J>tate of OAPI and a Contracting State of the PCT (if other kind of protection or treatment desired, specify 
on dotted line) GW . . .G.Ul.nea. .B.XS.5aU 

National Patent (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line): 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GE 

GH 



HU 

ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



AL Albania 

AM Armenia , 

AT Austria , 

Australia 

Azerbaijan 

Bosnia and Herzegovina 

Barbados 

Bulgaria 

Brazil 

Belarus 

Canada 

CH and LI Switzerland and Liechtenstein 

CN China 

Cuba 

Czech Republic 

Germany 

Denmark 

Estonia 

Spain 

Finland 

United Kingdom 

Georgia 

Ghana 

GM Gambia 
GW Guinea-BUsau 

HR Croatia 

Hungary 

Indonesia 

Israel 

Iceland 

Japan 

Kenya 

Kyrgyzstan 

Democratic People's Republic of Korea 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



LS 
LT 
LU 
LV 



Lesotho . . . . 
Lithuania 
Luxembourg 
Latvia 



MD Republic of Moldova 

MG Madagascar 

MK The former Yugoslav Republic of Macedonia 

MN Mongolia 

MW Malawi 

MX Mexico 

NO Norway 

NZ New Zealand , 

PL Poland 

PT Portugal 

RO Romania 

RU Russian Federation 

SD Sudan 

SE Sweden 

SG Singapore 

SI Slovenia 

SK Slovakia 

SL Sierra Leone 

TJ Tajikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkey 

TT Trinidad and Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US United States of America 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Uzbekistan 
Viet Nam . 
Yugoslavia 
Zimbabwe . 



KR Republic of Korea 

KZ Kazakhstan 

LC Saint Lucia 

LK Sri Lanka 

LR Liberia 



Check-boxes reserved for designating States (for the purposes of 
a national patent) which have become party to the PCT after 
issuance of this sheet: 

□ 

□ 



Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all other 
designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being excluded 
from the scope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that any 
designation which is not confirmed before the expiration of 1 5 months from the priority date is to be regarded as withdrawn by theapplicant 
at the expiration of that time limit. (Confirmation of a designation consists of the filing of a notice specifying that designation and the 
payment of the designation and confirmation fees. Confirmation must reach the receiving Office within the 15-month time limit.) 
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SheetNo. . 4 . . . . . A PCT/EP9 8/0 7 6 8 



Sheet No. ... 

Supplemental Box If the Su^^Kental Box is not used, this sheet should not be incnuted in the request. 



1. If, in any of the Boxes, the space is insufficient to furnish all the information: in such case, write "Continuation of Box No. " 
[ indicate the number of the Box] and furnish the information in the same manner as required according to the captions of the Box in which 
the space was insufficient, in particular: 

(i) if more than two persons are involved as applicants and/or inventors and no "continuation sheet " is available: in such case, write 
"Continuation of Box No. Ill" and indicate for each additional person the same type of information as required in Box No. Ill The 
country of the address indicated in this Box is the applicant s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated 
below; 

(ii) if in Box No. II or in any of the sub-boxes of Box No. Ill, the indication "the States indicated in the Supplemental Box" is checked: 
in suck case, write "Continuation of Box No. II" or "Continuation of Box No. Ill" or "Continuation of Boxes No. II and No. Ill" 
(as the case may be), indicate the name of the applicant(s) involved and, next to (each) such name, the State(s) (and/or, where 
applicable, ARIPO, Eurasian, European or OA PI patent) for the purposes of which the named person is applicant; 

(Hi) if in Box No. II or in any of the sub-boxes of Box No. Ill, the inventor or the inventor/applicant is not inventor for the purposes 
of all designated States or for the purposes of the United States of A merica: in such case, write "Continuation of Box No. II" or 
"Continuation of Box No. HI" or "Continuation of Boxes No. II and No. Ill" (as the case may be), indicate the name of the 
invent or (s) and, next to (each) such name, the State(s) (and/or, where applicable, ARIPO; Eurasian, European or OA PI patent) for 
the purposes of which the named person is inventor; 

(iv) if in addition to the agent(s) indicated in Box No. IV, there are further agents: in such case, write 'Continuation of Box No. IV" 
and indicate for each further agent the same type of information as required in Box No. IV; 

(v) if, in Box No. V, the name of any State (or OAPI) is accompanied by the indication "patent of addition, " or "certificate of addition, " 
or if in Box No. V, the name of the United States of America is accompanied by an indication "continuation " or "continuation- 
in-part": in such case, write "Continuation of Box No. V" and the name of each State involved (or OAPI), and after the name of 
each such State (or OAPI), the number of the parent title or parent application and the date of grant of the parent title or filing 
of the parent application; 

(vi) if, in Box No. VI, there are more than three earlier applications whose priority is claimed: in such case, write "Continuation of 
Box No. VI" and indicate for each additional earlier application the same type of information as required in Box No. VI; 

(vii) if in Box No. VI, the earlier application is an ARIPO application: in such case, write "Continuation of Box No. VI ", specify the 
number of the item corresponding to that earlier application and indicate at least one country party to the Paris Convention for 
the Protection of Industrial Property for which that earlier application was filed. 

2. If, with regard to the precautionary designation statement contained in Box No. V, the applicant wishes to exclude any State(s) from 
the scope of that statement: in such case, write "Designations) excluded from precautionary designation statement" and indicate the 
name or two-letter code of each State so excluded. 

3. If the applicant claims, in respect of any designated Office, the benefits of provisions of the national law concerning non-prejudicial 
disclosures or exceptions to lack of novelty: in such case, write "Statement concerning non-prejudicial disclosures or exceptions to lack 
of novelty" and furnish that statement below. 

Continuation of Box IX: 



STEINLEIN Peter 

( signed ) 

HOFFMANN Johannes 

( signed ) 

LAMM Gabor 

( signed ) 

CHRISTOFORI Gerhard 

( signed ) 
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Box No. VI PRIORITY C 



Sheet No. 



PCT/EP98/0768 



Filing date 

of earlier annlicatinn 
(day/month/year) 


Number 
of earlier application 


Where earlier application is: 


national application: 

couniry 


regional application:* 
regional \^nice 


international application: 
receiving Office 


item (I) 
(28.11.1997) 
28 NOV 1997 


197 52 922.4 


DE 






item (2) 
10 FEB 1998 


198 05 229.4 


DE 






item (3) 











| I The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy 
of the earlier application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the 
purposes of the present international application is the receiving Office) identified above as item(s): 

* Where the earlier application is an ARJPO application, it is mandatory to indicate in the Supplemental Box at least one country party to the Paris 
Convention for the Protection of Industrial Property for which that earlier application was filed (Rule 4. 10(b)(ii)). See Supplemental Box. 



Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) 

(if two or more International Searching Authorities are 
competent to carry out the international search, indicate 
the Authority chosen; the two-letter code may be used): 

ISA / 



Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earlier 
search has been carried out by or requested from the International Searching Authority): 



Date (day/month/year) 



Number 



Country (or regional Office) 



Box No. VIII CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 



This international application contains 
the following number of sheets: 

request : 5 

description (excluding 
sequence listing part) 2 6 

claims 5 

abstract : 1 

drawings : 3 

sequence listing part 

of description : 

Total number of sheets : 4 0 



This international application is accompanied by the item(s) marked below: 

1. ED fee calculation sheet 

2. □ separate signed power of attorney 

3. □ copy of general power of attorney; reference number, if any: 

4. □ statement explaining lack of signature 

5. priority document(s) identified in Box No. VI as item(s): 1. 1 

6. □ translation of international application into (language): 

7. □ separate indications concerning deposited microorganism or other biological material 

8. □ nucleotide and/or amino acid sequence listing in computer readable form 

9. □ other (specify): 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 


Language of filing of the 

international application: G e rman 


Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 



Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the request). 

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH 
ppa . i.V. 



( signed ) 
Dr. D. Laudien 



( signed ) 
DI Christine Farniok 



1. 


Date of actual receipt of the purported 
international application: 2 7 


For rece 
NOV 


1998 ("27.11 .98) 


2. Drawings: 


3. 


Corrected date of actual receipt due to later but 
timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 






| X| received: 


4. 


Date of timely receipt of the required 
corrections under PCT Article 1 1(2): 






| | not received: 


5. 


International Searching Authority Tc . . 
(if two or more are competent): loA / 




6. 1 1 Transmittal of search copy delayed 
L_J until search fee is paid. 





Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau: 



For International Bureau use only 
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VERTRAG UBER 



INTERNATIONALE ZUSAMlwtN ARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFU 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



recd 1 8 JAN 2000 



WIPO PCT 
iMLIbdbHILH I 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
14/042,044 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/07682 


I nternationales Anmeldedatum (Tag/Mona t/Jahr) 
27/11/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
28/11/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) oder r 
C12Q1/68 


rationale Klassifikatton und IPK 


Anmelder 

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH et aL 



Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruch n 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dies r 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 




Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 




Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Etnreichung des Antrags 
25/06/1999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
*Sj] D-80298 Munchen 
^g/' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bedtensteter ^£S5*^v 
Maucher, C (C ^ }) 

Tel. Nr. +49 89 2399 7415 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/07682 



I. Grundlag des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikef 14 hin vorgelegt wurden, geiten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-26 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-18 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V, Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-18 

Nein: Anspruche 

Erfinderisch Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-18 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruch 1-18 

Nein: Anspruche 
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PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/07682 



2. Unterlagen und Erldarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daG die intemationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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Punkt V: 

In diesem Bescheid wird das folgende, im Recherchenbericht zitierte Dokument (D) ge- 
nannt; die Numerierung wird auch im weiteren Verfahren beibehalten: 

D1: NATURE, 

Bd. 369, 1994, Seiten 414-418 

D1 beschreibt die Messuna von Apoptose nach Transfektion von Mausen mit einem 
Antisense -Oliaonukleotid der IGF-ll -Messenqer-RNA (Zusammenfassung). Hierzu 
werden histoloaische Methoden angewendet, wobei das Gewebe mit Haematoxylin, 
Eosin und Azurblau gefarbt wird. Die apoptotischen Zellen sind aufgrund ihrer 
pyknotischen Kerne und Ablosung von Nachbarzellen identifizierbar (Seite 417, 
Legende von Fig. 4, letzter Absatz). 

1. Neuheit 

Das Verfahren und der Kit gemaB den Anspruchen 1-18 werden als neu (Artikel 33(2) 
PCT) angesehen, da er sich vom nachsten Stand der Technik D1, bzw. den vom 
Anmelder zitierten Dokumenten 7-9 (Seite 1 der vorliegenden Anmeldung, letzter 
Absatz) dahingehend unterscheidet, daf3 ein Fixierungsschritt zwei bekannte Verfahren 
in derselben Zelle vereinigt: eine Transfektionsmethode und einen Apoptosenachweis. 

2. Erfinderische Tatigkeit 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe ist die Bereitstellung eines 
Screening-Verfahrens fur pro- und antiapoptotisch wirkende Polypeptide bzw. 
Substanzen, die Polypeptide pro- oder antiapoptotisch modulieren. 

Die Aufgabe wird gelost mit dem vorliegenden Verfahren und dem dazu verwendeten 
Kit. Das Verfahren und der Kit setzen sich aus einer bekannten Transfektionsmethode 
und einer bekannten Apoptosenachweis-Methode zusammen. Beide Methoden sind 
durch einen neuen Schritt, einen Fixierungsschritt der behandelten Zellen nach der 
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PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Ernte, verbunden. Damit wird eine gleichzeitige Messung des DNA-Gehalts als 
Apoptosemessung und des fluoreszierenden Markerproteins als Nachweis fur die 
transiente Transfektion in denselben Zellen ermoglicht. 

Diese Losung konnte von keinem Dokument des Standes der Technik hergeleitet 
werden, weder allein, noch in irgendeiner Kombination. Daher wird der Gegenstand der 
Anspruche 1-18 als erfinderisch (Artikel 33(3) PCT) angesehen. 

3. Die interferierenden Dokumente "NUCLEIC ACIDS RESEARCH, Bd. 25, Nr. 23, 
1997, Seiten 4855-4857" und "CANCER RESEARCH, Bd. 58, 1998, Seiten 801- 
807" wurden nach dem Prioritatsdatum der vorliegenden Anmeldung und vor 
deren Anmeldedatum veroffentlicht. Diese Dokumente sind nur dann relevant, 
falls die beanspruchte Prioritat ungultig ist. 



Punkt VII: 

1 . Die Beschreibung ist unklar, da die vollig voneinander unterschiedlichen Begriffe 
"DNA" und "Rezeptor" synonym gebraucht werden. Daher sollte die gesamte 
Beschreibung auf die unzutreffende Gleichsetzung dieser Begriffe hin uberarbeitet 
werden. Auf Seite 14, letzter Absatz, wird z.B. eine transiente Transfektion eines 
Rezeptors beschrieben. Es ist jedoch nicht moglich, einen Rezeptor in Zellen zu 
transfizieren. 

2. Es ist unklar, wie Zellaggregate mittels Berechnung der Pulsweite und Pulsweite 
diskriminiert werden konnen (Seite 20, Zeile 8). 

3. Die Beschriftung der Figur 3 erfolgte nicht in Ubereinstimmung mit der Sprache 
der Anmeldung auf Deutsch. 

4. In der Beschreibung wurde das Dokument D1 nicht genannt (Regel 5.1a)ii) PCT); 
der darin enthaltene einschlagige Stand der Technik wurde nicht kurz umrissen. 
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Punkt VIII: 

Der Gegenstand der Anspriiche 15-18 ist aufgrund der Formulierung "daB die 
DNA- Sequenz gemaB aii) eine dominant-negative Version des ...-Rezeptors ist" 
unklar (Artikel 6 PCT). Eine DNA-Sequenz ist nicht mit einem Rezeptor gleichsetzbar. 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



4 



Applicant's or agent's file reference 
14/042,044 


mo niDTurD aptiam See Notification of Transmittal of International 
b OR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPE A/4 1 6) 


International application No. 

PCT/EP98/07682 


International filing date (day/month/year) 
27 November 1998 (27.1 1.98) 


Priority date (day/month/year) 

28 November 1997 (28.1 1.97) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12Q 1/68 


Applicant 

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH 



1. 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
' — 1 been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


El 


VIII 


X 



Date of submission of the demand 

25 June 1999 (25.06.99) 


Date of completion of this report 

14 January 2000 (14.01.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP98/07682 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as ''originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

|^Xj the international application as originally filed. 

| | the description, pages , as originally filed, 



| | the claims, 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



_ , filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



1-18 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



| | the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/3-3/3 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
1 — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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fftemational application No. 
PCT/EP 98/07682 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-18 



1-18 



1-18 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. 



Citations and explanations 



This report refers to the following document (D) 
listed in the search report; the same numbering will 
be used throughout the proceedings: 



Dl: NATURE, 

Vol. 369, 1994, pages 414-418. 



Dl describes the measuring of apoptosis following 
the transf ection of mice with an antisense - 
oligonucleotide of IGF- I I -Messenqer-RNA (summary) . 
For this purpose, histological methods are used, the 
tissue being coloured with haematoxylin, eosine and 
azure blue. Owing to their pykonotic cores and 
separation from neighbouring cells, the apoptotic 
cells can be identified (page 417, caption to Figure 
4, last paragraph). 



1. Novelty 



The method and kit as per Claims 1-18 are considered 
novel (PCT Article 33(2)), since they differ from 
the closest prior art, Dl, and/or from documents 7-9 
cited by the applicants (page 1 of the present 
application, last paragraph) in that a fixing step 
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Rternational application No. 
PCT/EP 98/07682 



combines two known processes in the same cell: a 
transfection method and apoptosis detection. 

2. Inventive step 

The present invention addresses the problem of 
developing a screening method for pro- and 
antiapoptotic polypeptides and substances that 
modulate polypeptides to make them pro- or 
antiapoptotic . 

The problem is solved by the present method and the 
kit used therefor. The method and kit combine a 
known transfection method and a known apoptosis 
detection method. Both methods are combined by a 
new step, that is a step for fixing the treated 
cells following harvesting. This enables 
simultaneous measuring of the DNA content as 
apoptosis measurement and of the fluorescent marker 
protein as proof of transient transfection in the 
same cells. 

This solution could not be derived from any of the 
prior art documents either alone or in combination. 
The subject matter of Claims 1-18 is therefore 
considered inventive ( PCT Article 33(3)). 

3. The interfering documents "NUCLEIC ACIDS 
RESEARCH, Vol. 25, No. 23, 1997, pages 4855-4857" 
and "CANCER RESEARCH, Vol. 58, 1998, pages 801-807" 
were published after the priority date and before 
the filing date of the present application. These 
documents are therefore relevant only if the claimed 
priority is not valid. 
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TWPhational application No. 
PCT/EP 98/07682 



VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. The description is unclear, since the terms " DNA" 
and "receptor", which are totally different, are 
used synonymously. The entire description should 
therefore be revised so that these terms are not 
inappropriately used as equivalents. The last 
paragraph of page 14, for example, describes a 
transient transfection of a receptor. It is not, 
however, possible to transfect a receptor in cells. 

2. It is unclear how cell units can be discriminated 
by calculating pulse width and pulse width (page 
20, line 8) . 

3. Contrary to the rest of the application, the text 
in Figure 3 is not in German. 

4. The description does not cite document Dl (PCT Rule 
5.1(a) (ii) ) and does not briefly outline the 
relevant prior art contained therein. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Owing to the wording "that the DNA sequence as per 
aii) is a dominant-negative version of the 
receptor" , the subject matter of Claims 15-18 is 

unclear (PCT Article 6) . A DNA sequence cannot be 
equated with a receptor. 
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Pf^T '^VELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

A Inter nation ales Buro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 

C12Q 1/68, GOIN 33/50 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnumnier: WO 99/28499 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum : 



10. Juni 1999 (10.06.99) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCT/EP98/07682 

27. November 1998 
(27.11.98) 



(30) Prioritatsdaten: 

197 52 922.4 

198 05 229.4 



28. November 1997 (28.1 1.97) DE 
1 0. Februar 1 998 ( 1 0.02.98) DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL 
GMBH [DE/DE]; Postfach 200, D-55216 Ingelheim am 
Rhein (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): STEINLEIN, Peter [DE/AT]; 
Rembrandtstrasse 10/4, A-1020 Wien (AT). HOFFMANN, 
Johannes [AT/ AT]; Anton-Frank-Gasse 3/9, A- 1180 
Wien (AT). LAMM, Gabor [HU/DE]; Hohenzollemstrasse 
120, D-80796 Mttnchen (DE). CHRISTOFORI, Gerhard 
[DE/AT]; August-Greimlweg 17, A-1230 Wien (AT). 

(74) Gemeinsamer Vertreter: BOEHRINGER INGELHEIM IN- 
TERNATIONAL GMBH; Postfach 200, D-55216 Ingel- 
heim am Rhein (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: CA, JP, MX, US, europaisches Patent 
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE IT 
LU, MC, NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor AblaufderJUr Anderungen der Anspruche zugelassenen 

Frist; Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: METHOD FOR MEASURING THE APOPTOSIS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR MESSUNG DER APOPTOSE 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for quickly and easily measuring the apoptosis. Mammal cells are co-transfected with a plasmid 
coded for a fluorescent protein, and with a plasmid carrying an interested gene. The apoptosis is measured after incubation and mild 
fixation in which the DNA content of the cells is determined by means of DNA-binding colorants, and the portion of the transfected cells is 
determined by means of flow-through cytometry. The method can be used in order to identify substances which modulate the proapoptotic 
or antiapoptotic effect of genes or gene products. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur raschen und einfachen Messung der Apoptose. Saugetierzellen werden co-transfiziert mit einem Plasmid, das fur 
ein fluoreszierendes Protein kodiert, und mit einem Plasmid, das ein interessierendes Gen tragt. Nach Inkubation und milder Fixierung 
wird die Apoptose gemessen, indem mittels DNA-bindendem Farbstoff der DNA-Gehalt der Zellen sowie mittels DurchfluBzytometrie der 
Anteil der transnzierten Zellen bestimmt wird. Das Verfahren kann verwendet werden, urn Substanzen zu identifizieren, die die pro- oder 
antiapoptotische Wirkung von Genen oder Genprodukten modulieren. 
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Verfahren zur Messung der Apoptose 



Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet biologischer 
Testmethoden . 

Die Apoptose oder der programmierte Zelltod 
("programmed cell death", PCD) ist ein genetisch 
gesteuerter zellularer Selbstmordmechanismus zur 
selektiven Aussonderung unerwiinschter Zellen (1-4). 
PCD ist in einer Vielzahl biologischer Prozesse, 
einschliefilich der Embryonal- und der Neural- 
Entwicklung, der Regulierung des Immunsy stems, der 
Organogeneses der Gewebshomoostase und der Verhinderung 
von Erkrankungen wie Tumorwachstum und Virusinf ektion, 
ein unbedingt erf orderlicher Prozeft. Apoptose ist 
gekennzeichnet durch Blasenbildung der Plasmamembran, 
Schrumpfen der Zellen, Kondensation des Kerns, 
endonukleolytische Spaltung von genomischer DNA in 
Fragmente internukleosomaler Lange sowie Ausbildung 
apoptotischer Korper. 

Die zur Zeit verfugbaren Methoden zur Untersuchung der 
Apoptose beruhen auf der Beurteilung morphologischer 
Veranderungen auf zellularer Ebene mittels Licht-, 
Elektronen- oder Zeitraf f er-Mikroskopie in Verbindung 
mit Fluoreszenz-Vitalf arbstof f en, der Verwendung von 
Annexin V, mittels dem der Verlust der 
Membranphospholipid-Assymetrie wahrend der Apoptose 
verfolgt werden kann (7), oder bestehen in Assays zum 
Nachweis der DNA- Fragment ierung mittels 
Gelelektrophorese (8.) oder mittels in situ Markierung 
von DNA-Strangbruchen ( „nick-end-Markierung" ) (TUNEL) 
(9) . 
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Um die Wirkung von Genen, die eine Rolle bei der 
Apoptose spielen, mittels transienter Transf ektions- 
Analysen zu untersuchen, sind jedoch die meisten dieser 
Methoden entweder ungeeignet oder, im Fall der TUNEL- 
Methode, zu teuer und zu aufwendig. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
ein neues Verfahren zur Messung der Apoptose 
bereitzustellen, das die Nachteile der bekannten 
Methoden beseitigt. 

Diese Aufgabe wurde durch ein Verfahren fur die Messung 
der Apoptose gelost, welches dadurch gekennzeichnet 
ist , 

A) daii man eine Population von Saugetier zellen 
transient transf iziert 

ai) mit einem Plasmid, enthaltend eine interessierende 
DNA-Sequenz, von der bestimmt werden soil, ob sie 
bzw. das davon exprimierte Polypeptid eine pro- 
oder anti-apoptotische Wirkung hat, 

aii) oder mit einem Plasmid, enthaltend eine 

interessierende DNA-Sequenz, von der bestimmt 
werden soli, ob bzw. durch welche Substanzen ihre 
pro- oder anti-apoptotische Wirkung bzw. die 
Wirkung des davon exprimierten Polypeptids 
modulierbar ist, 

b) und mit einem Plasmid, enthaltend eine fur ein 
f luoreszierendes Markerprotein kodierende DNA, 



B) dafi man die Zellen in einem geeigneten Nahrmedium, 
gegebenfalls in Gegenwart einer Testsubstanz, 
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solange inkubiert, bis die interessierende DNA- 
Sequenz bzw. das exprimierte Polypeptid seine 
potentielle Wirkung auf die Apoptose ausgeubt 
hat, 

C) dafi man die Zellen erntet und fixiert, so dafi das 
f luoreszierende Protein in den Zellen verbleibt, 
wahrend die bei der Apoptose entstehenden DNA- 
Fragmente aus den Zellen diffundieren konnen, 

D) dafi> man mittels Messung des DNA-Gehalts den Anteil 
der apoptotischen Zellen bestimmt, 

E) dali man mittels Messung der Zellen mit 

f luoreszierendem Markerprotein den Anteil der 
transf izierten Zellen bestimmt, 

F) und dali man durch Vergleich der in Schritt D und E 
erhaltenen Werte den Anteil der apoptischen Zellen 
in der transf izierten Subpopulation der Zellen 
bestimmt . 

Unter die Bezeichnung ^interessierende DNA-Sequenz M (im 
folgenden auch als ^Apoptose-Testgen" bezeichnet) 
fallen samtliche DNA-Sequenzen, die als solche oder 
deren translatierte Produkte direkt oder indirekt 
Apoptose beeinf lussen. Beispiele fur Apoptose 
stimulierende Gene. sind p53, bax, E1A, Beispiele fur 
Apoptose hemmende Gene sind bcl-2, bcl-x, E1B 19K, zur 
letzteren Gruppe zahlen auch die sog. 
Uberlebensf aktoren wie Insulin-ahnliche 
Wachstumsfaktoren (IGFs) . Derartige Apoptosegene und 
ihre Wirkung wurden in Obersichtsartikeln beschrieben 
(z. B. 4, 23, 24) . 
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Bei dem Apoptose-Testgen kann es sich urn bekannte oder 
unbekannte Gene oder Fragmente davon handeln. Unter 
Beeinf lussung der Apoptose werden sowohl Induktion und 
Verstarkung als auch Blockierung und Abschwachung der 
Apoptose verstanden . 

Die erf indungsgemalie Methode erlaubt eine groBe 
Variabilitat, z.B. hinsichtlich der fur die Bestimmung 
der transf izerten Zellen bzw. fur die Apoptose 
verwendeten Marker, hinsichtlich der Plasmide und der 
fur die Transfektion der Zellen eingesetzten 
Transf ektions-Methode . 

Die erf indungsgemalie Methode weist als eines ihrer 
wesentlichen Elemente ein f luoreszierendes 
Markerprotein auf, das als Nachweis fur die transiente 
Transfektion der Zellen dient. 

Bevorzugt ist als Markerprotein das Green Fluorescent 
Protein (GFP) . GFP-Mutanten, die im Hinblick auf die 
FACS-Analyse optimiert und fur die Anwendung im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung geeignet sind, sind 
literaturbekannt . Ein Beispiel fur eine geeignete 
GFP-Mutante wurde in (10) beschrieben ("enhanced Green 
Fluorescent Protein", eGFP) ; es konnen jedoch im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung auch andere Mutanten 
verwendet werden, die die Bedingung erfullen, daft sie 
den Zellmetabolismus nicht beeinf lussen, daJi sie 
intrazellular lokalisiert bleiben und dafi sie ein 
mefibares Fluoreszenzsignal liefern, insbesondere dafi 
sie mittels derzeit gangiger f luoreszenzaktivierter 
Durchf luIizytometrie-Methoden (Fluorescent Activated Cell 
Sorting (FACS)) mefibar sind. 

AuBer dem Green Fluorescent Protein (GFP) konnen auch 
andere f luoreszierende Markerproteine verwendet werden. 
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Beispiele dafur sind Blue Fluorescent Protein (BFP) 
(26) und Yellow Fluorescent Protein (YFP) (25) . 
Wesentlich fur die Eignung eines Markerproteins fur die 
Verwendung in der erf indungsgemaflen Methode sind die 
oben fur GFP-Mutanten angefuhrten Eigenschaf ten . 

Potentielle Markerproteine sowie Art und Menge der im 
Assay einzuset zenden dafiir kodierenden Plasmide sowie 
die am besten geeignete Transf ektionsmethode konnen 
z.B. wie folgt getestet werden: die fur die 
Markerproteine kodierenden Plasmide werden transient in 
Saugerzellen transf iziert, zweckmaJlig in dieselben 
Zellen und unter denselben Bedingungen, mit denen die 
erf indungsgemaJie Methode durchgefiihrt werden soil. Die 
Eignung der tranf izierten Markerproteine wird durch 
Meiireihen ermittelt, in denen Transf ektionsef f izienz 
und die Effizienz der reproduzierbaren Mefibarkeit durch 
FACS-Analyse bestimmt werden. 

Als Marker fur die Apoptose dient ein DNA-bindender 
Farbstoff, z.B. Propidiumj odid (PI), der in der 
apoptotischen Subpopulation eine Verringerung der 
Fluoreszenz herbeifuhrt (14-17). Diese 
Nachweisweismethode beruht auf dem Prinzip, dafl die 
genomische DNA in Zellen wahrend der Apoptose 
endonukleolytisch abgebaut wird. Die kleinen DNA- 
Fragmente diffundieren aus der Zelle; die Verringerung 
des DNA-Gehalts auf weniger als den doppelten 
Chromosomensatz ("sub-2N") ist ein Kennzeichen 
apoptotischer Zellen. 

Die verringerte Fluoreszenz von PI in Zellen, die' 
Apoptose durchmachen, resultiert im Erscheinen eines 
charakteristischen Fluoreszenzpeaks ( „sub-2N-Peak" ) im 
Bereich der Go/Gi-Region des Zellzyklus. 
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Statt Propidium- Jodid konnen auch andere DNA-bindende 
Farbstoffe verwendet werden. Vertreter geeigneter 
Farbstoffe dieses Typs sind kommer ziell erhaltlich, 
z.B. DAPI (4' , 6' -Diamidino-2-phenylindol) , 
Acridinorange, Ethidiumbromid. Der am besten geeignete 
Farbstoff kann ermittelt werden, indem Zellen zur 
Apoptose angeregt werden und anschlieflend mittels FACS- 
oder mikroskopischer Analyse ermittelt wird, ob 
Apoptose mit dem Farbstoff -Kandidaten reproduzierbar 
gemessen werden kann. 

Einer der Vorteile der erf indungsgemaflen Methode 
besteht darin, daft die Messung der Fluoreszenz des 
Markerproteins und des DNA-Gehalts gleichzeitig 
erfolgen kann, vorzugsweise mittels FACS-Analyse . 
Geeignete Gerate sind im Handel erhaltlich. 

Die Erfindung ist auf samtliche Sauger zellen anwendbar, 
die kultivierbar sind. Fur den Fachmann ist es Routine, 
die handelsublichen FACS-Gerate auf unterschiedliche 
Zelltypen einzustellen. 

Fur die Transfektion der Zellen mit Markergen 
einerseits und interessierendem Gen andererseits sind 
samtliche Vektoren geeignet, die in Sauger zellen 
effizient und reproduzierbar Expression herbeif uhren . 
Beispiele fur die zahlreich zur Verfiigung stehenden, 
auch kommerziell erhaltlichen Vektoren, enthalten 
regulatorische Sequenzen mit der Fahigkeit, in einer 
Vielzahl von Saugerzellen hohe Expressionsraten zu 
erzielen. Beispiele sind Vektoren, die den 
CMV- (Cytomegalievirus) , den SV40- (Simianvirus) , 
MSV (Moloney Sarcoma Virus) -Promotor oder andere 
starke, zelltypunspezif ische Promotoren enthalten. 
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Als Trager fur Markergen und interessierendes Gen 
konnen identische Oder verschiedene Vektoren verwendet 
werden; es kann in Abhangigkeit vom Zelltyp vorteilhaft 
sein, Vektoren mit unterschiedlichen Promotoren zu 
verwenden, um eine Konkurrenz der Promotoren bei der 
Transkription zu vermeiden. 

Bezuglich der Transf ektions-Methoden ist die Erfindung 
keinen Beschrankungen unterworfen; es konnen 
prinzipiell samtliche fur die transiente Transfektion 
von Saugetierzellen bekannten Methoden verwendet 
werden, z.B. Calciumphosphat , kommer ziell erhaltliche 
kationische Lipide wie Lipof ectamin oder Transf ectam, 
Methoden auf der Grundlage der rezeptorvermittelten, 
Adenovirus-unterstutzten Endozytose, wie z.B. in der 
WO 93/07283 beschrieben, z.B. mittels Polyethylenimin 
und Psoralen/UV inaktiviertem Adenovirus, wie auch 
in (21) beschrieben. Die Transf ektionsmethode kann 
mittels Reihenversuchen, in denen hinsichtlich 
Transf ekt ionsbedingungen, Zelltyp, Nahrmedium etc. 
variiert wird, optimiert werden, indem mit einem 
f luoreszierenden Markerprotein transfiziert und die 
Expression des Proteins mittels FACS-Analyse bestimmt 
wird. Die fur das Markerprotein optimierten Bedingungen 
werden fur die Co-Transf ektion mit dem interessierenden 
Gen verwendet . 

Im AnschlufJ an die Transfektion werden die Zellen in 
einem geeigneten Nahrmedium, das an den jeweiligen 
Zelltyp angepaftt wird, inkubiert. Gegebenenf alls werden 
die Zellen zur Apoptose stimuliert, insbesondere wenn 
das Apoptose-Testgen auf eine Hemmung der Apoptose 
untersucht werden soli. Geeignete Apoptose Stimuli sind 
literaturbekannt und im Handel erhaltlich, Beispiele 
dafiir sind Staurosporin, Daunomycin, Etoposid. Die 
Inkubationsbedingungen sowie die Zweckmaftigkeit eines 
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Apoptose-Stimulans werden in Vorversuchen ermittelt. 
Wesentlich fur die Inkubation, insbesondere fur deren 
Dauer ist, dafi Apoptose in einem Ausmafi stattgef unden 
hat, welches ermoglicht, daii eine Anderung 
meJJtechnisch, z.B. mittels FACS-Analyse, erfafit werden 
kann. 

Wesentlich fur die Durchfuhrung des erf indungsgemaften 
Verfahrens ist der anschlieftend an die Inkubation 
vorgenommene Fixierungsschritt . 

Wesentliche Anforderung an die Fixierung ist, daft die 
Bedingungen so gewahlt werden, daft die bei der Apoptose 
entstehenden, kleinen subgenomischen DNA- 
Fragmente (internukleosomale Fragmente, d.h. solche mit 
einer GroJie von ca. 200 bp und einem Vielfachen davon) 
aus den apoptotischen Zellen diffundieren konnen, 
gleichzeitig aber das f luoreszierende Markerprotein in 
der Zelle verbleibt. Bei den bisher verfugbaren 
Methoden war die Kombination dieser Messungen nicht 
moglich, weil die Anf orderungen an die Fixierung im 
Hinblick auf Messung des f luoreszierenden 
Markerproteins einerseits und Messung des DNA-Inhalts 
der Zellen andererseits diametral entgegengesetzt waren 
und daher unvereinbar schienen. Die vorliegende 
Erfindung ermoglicht es erstmals, mit Hilfe eines 
geeigneten Fixierungsschritts beide Messungen in 
derselben Zellpopulation durchzuf iihren . 

Um die geeigneten Fixierbedingungen zu ermitteln, wird 
zweckmafiig wie folgt vorgegangen: Zunachst werden die 
einerseits fur die Messung der Fluoreszenz des 
Markerproteins (starke Fixierung) und andererseits die 
fur die Messung des DNA-Gehaltes der Zellen (moglichst 
schwache Fixierung) optimalen Fixierbedingungen 
unabhangig voneinander ermittelt. Ausgehend von den 
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Bedingungen, mit denen die maximalen Mefiwerte erhalten 
werden, werden die Fixierungsbedingungen hinsichtlich - 
der Reagentien (Fixierungsreagens, Salze, Puffer) , 
deren Konzentration sowie der Fixierungszeit so 
verandert, daft bei gleichzeitiger Vornahme beider 
MefJvorgange die Effizienz moglichst wenig 
beeintrachtigt wird. 

Bevorzugt wird die Primarf ixierung mit Paraf ormaldehyd 
und die anschlieftende Behandlung 

(Sekundarf ixierung/ Permeabilisierung) mit Ethanol 
durchgef iihrt; diese Behandlung hat sich im Rahmen der 
durchgef uhrten Versuche als am besten geeignet 
erwiesen. Die Vorfixierung mittels 1 bis 4 % (w/v) , 
insbesondere 2 % Paraf ormaldehyd findet in einer 
isotonischen, gepufferten Salzlosung statt. Geeignet 
sind z.B. Standardlosungen wie 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 
300 mM Saccharose sowie handelsubliche physiologisch 
vertragliche Puffer. 

Statt Paraf ormaldehyd konnen auch andere Reagenzien, 
wie sie ublicherweise , z.B. in der Immunhistochemie, 
eingesetzt werden verwendet werden. Beispiele fur 
gangige Fixiermittel, die einschlagigen Handbuchern 
(27) entnommen werden konnen, sind Formaldehyd oder 
Chlorof orm/Aceton . 

Statt Ethanol, das sich unter den in den durchgef uhrten 
Versuchen gewahlten Bedingungen diir die 
Sekundarf ixierung im AnschluB an die Primarf ixierung 
mit Paraf ormaldehyd als besonders geeignet erwiesen 
hat, konnen grundsatzlich andere Reagentien, die eine 
schwache Permeabilisierung der Zellmembran ermoglichen, 
verwendet werden, wie z.B. Detergentien . 
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Die transiente Expression von Genen, die Apoptose 
mociulieren, zum Beispiel Bcl-Familienmitglieder oder 
Komponenten der Uberlebensf aktor-Signaltransduktion, 
und die anschliellende quantitative Analyse der Apoptose 
mittels der erf indungsgemaften Methode erlauben es, 
chemische Verbindungen darauf zu testen, ob sie in der 
Lage sind, spezifisch die Funktion der Apoptose- 
modulierenden Gene zu beeinf lussen . 

Die erf indungsgemafie Methode kann durch entsprechende 
apparative Anpassungen> z.B. der Probenpraparation und 
der FACS-Analyse, automatisiert werden, was sie fur 
Messungen im grofien Maflstab, z.B. in High Throughput 
Screening-Methoden, geeignet macht. 

Die Methode in dieser Form findet Anwendung bei der 
Identif izierung pharmazeutisch wirksamer Substanzen, 
die Apoptose in Abhangigkeit der Expression bestiirauter 
Gene (Apoptose-Testgene) modulieren konnen. Dabei wird 
das Gen, dessen Wirkung auf Apoptose durch die 
Testsubstanz moduliert werden soil, transient in 
Testzellen transfiziert und die Testzellen mit einer 
Testsubstanz aus einem Vorrat von Substanzen inkubiert . 
Die modulierende Wirkung einer Testsubstanz auf die 
Aktivitat des Testgens wird direkt mefitechnisch erfaflt. 

Derartige Methoden konnen fur folgende Screening- 
Anwendungen eingesetzt werden: 

a) Suche nach Inhibitoren von Uberlebensf aktoren und 
ihrer Signaltransduktion, sowie Inhibitoren von anti- 
apoptotischen Genprodukten in Tumorzellen; b) Suche 
nach Chemikalien, die in Tumorzellen synergistisch mit 
Chemotherapie bestimmte Oberlebensf aktoren und ihre 
Signaltransduktion inhibieren; c) Suche nach 
Chemotherapeutika, die mit der Inhibierung von 
Oberlebensf aktoren synergistisch wirken. 



WO 99/28499 



11 



PCT/EP98/07682 



In einer Ausf iihrungsf orm wird die erf indungsgemafte - 
Methode in einem Screeningverf ahren verwendet, urn die 
Wirkung von tumorzelleigenen Uberlebensf aktoren 
(Rezeptorliganden wie IGF-I, IGF-II, FGFs (Fibroblast 
Growth Factors), PDGFs (Platelet Derived Growth 
Factors) auf die Apoptose zu untersuchen, wie sie durch 
die Aktivierung der entsprechenden Rezeptoren durch 
diese Faktoren und die darauf f olgende Signalkaskade 
vermittelt wird. Das Assayverf ahren kann in einem 
Screening eingesetzt werden, urn die Wirkung 
naturlicher, bekannter oder gegebenenf alls noch zu 
identif izierender Uberlebensf aktoren im Hinblick auf 
eine Tumortherapie, im Zuge derer die Apoptose von 
Tumorzellen verstarkt werden soil, zu modulieren. Ziel 
eines solchen Verfahrens ist es vor allem, Substanzen 
zu identif izieren, die beziiglich der Apoptose 
synergistisch mit der Inhibierung von tumorspezif ischen 
Uberlebensf aktoren wirken . 

Um derartige Wirksynergismen zu ermitteln, kann wie 
folgt vorgegangen werden: 

Es werden, ausgehend von Tumorzellen, Testzellen 
hergestellt, in denen die Uberlebensf aktorf unktion 
inhibiert wird, indem in die Zellen DNAs, kodierend fur 
dominant-negative Versionen von Rezeptoren der 
Oberlebensf aktoren oder fur dominant -negative 
Signaliibertragungsmolekiile solcher Rezeptoren 
eingefiihrt und exprimiert werden, Beispiele fur 
Rezeptoren sind der IGF-l-Rezeptor (29) , FGF-Rezeptoren 
(30), PDGF-Rezeptoren (31), Rezeptoren der 
EGF-Wachstumsf aktoren (32 ; EGF-Rezeptor , 
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Her-2/neu/ErbB-2, ErbB-3, ErbB-4). Beispiele fur 
Signalubertragungsmolekule sind Ras, Raf, 
Phosphoinositol (3) Kinase (=PI (3) -Kinase) , MAP-Kinasen, 
Proteinkinase TypB und TypC, Phospholipase C, ferner 
Adaptormolekiile wie She, Grb-2 (33; 34; 35; 36; 37). 

Geeignete Rezeptormutanten sind dadurch 
charakterisiert, daft die f unktionellen Domanen des 
Rezeptors derart modif iziert sind, daft der Rezeptor 
zwar den Liganden bindet, aber diese Bindung nicht mehr 
in der Aktivierung der Signalkaskade resultiert. Im 
Fall des IGF-1R handelt es sich bei der Modif ikation um 
das vollstandige Fehlen der Rezeptorkinasedomane oder 
um eine Mutation der ATP-Bindungsstelle (28) . 
Signalubertragungsmolekule konnen verandert werden, 
indem die fur die Ubermittlung des Signals notwendige 
Domane, z.B. die katalytische Domane eines Enzyms oder 
die Proteinbindungstelle eines Adaptormolekiils, durch 
Mutation inaktiviert wird. 

Die fur den Einsatz in einem Screen vorgesehenen 
Mutanten werden in Vorversuchen auf ihre 
apoptoseinduzierende bzw. -verstarkende Wirkung in 
Testzellen (z.B. Fibroblastenzellinien, die durch 
Transfektion mit dem jeweiligen Wildtyp-Rezeptor 
f aktorabhangig gemacht wurden) nach gangigen Methoden 
in Serienversuchen optimiert, indem die Mutanten in die 
Testzellen transfiziert werden und das Ausmaft der 
Apoptose der Testzellen mittels der erf indungsgemafien 
Methode gemessen wird. Die jeweiligen f unktionellen 
Domanen der Mutanten werden erf orderlichenf alls mittels 
gangigen molekularbiologischen Methoden weiter 
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verandert, bis eine optimale Inhibierung cies 
Wildtyprezeptors und seiner darauf f olgenden 
Signaliibertragung und damit ein maximales Ausmali an 
Apoptpose der Testzellen erreicht wird. 

Im Screen werden die Testzellen mit bekannten 
Chemotherapeutika oder mit Substanzen aus einem Pool, 
die hinsichtlich ihrer potentiellen 

chemotherapeutischen Wirkung untersucht werden sollen, 
inkubiert und die Wirkung auf Apoptose mit der 
erf indungsgemalien Methode untersucht. Insbesondere ist 
es Ziel eines solchen Screens, eine synergistische 
Wirkung zwischen der Inhibierung bzw. dem Fehlen der 
Uberlebensf aktorf unktion in Tumorzellen und bekannten 
Chemotherapeutika oder potentiell chemotherapeutisch 
wirksamen Substanzen zu ermitteln. 

Urn mit dem Screeningverf ahren Substanzen zu finden, die 
den Synergismus mit der Inhibierung der 
Oberlebensf aktorf unktion spezifisch fur bestimmte 
Tumorarten aufweisen, konnen in einem parallelen 
Screening Testzellen, die von unterschiedlichen 
Tumorarten abgeleitet sind, unter ansonsten identischen 
experimentellen Bedingungen eingesetzt werden. 

Als Kontrollzellen fur die Spezifitat der 
synergistischen Wirkung zwischen dem Fehlen der 
Uberlebensf aktorf unktion und der Chemotherapie werden 
Zellen verwendet, denen natiirlicherweise diejenige 
Oberlebensf aktorf unktion fehlt, deren Inhibierung im 
Assay ermittelt werden soil. 
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Es ist jecloch grundsat zlich auch moglich, nach 
Sustanzen zu suchen, die die Wirkung von 
apoptoseinduzierenden oder -verstarkenden Molektilen 
erhohen. Beispiele dafur sind Mitglieder der 
TNF-Rezeptorf amilie (TNF-Rezeptoren, Fas) und Molekiile 
ihrer Signaliibertragungswege (Caspasen) . Das 
Testprinzip ist identisch wie fur die apoptosehemmenden 
Uberlebensf aktoren, mit dem Unterschied, daft Wildtyp- 
oder konstitutiv aktive Versionen dieser 
Apoptosemolekule in den Tumorzellen exprimiert werden. 

Schwerpunkt der Anwendung in Screeningverf ahren ist 
somit die Suche nach Synergismen, die zu einer 
Verstarkung der Tumor zellapoptose fuhren. Damit wird 
die Voraussetzung fur Therapieansatze geschaffen, in 
denen bei gleichzeitiger Inhibierung der 
Tumorzelluberlebensf unktion die Dosis von 
Chemotherapeutika signifikant reduziert werden kann, 
ohne den Therapieerf olg zu beeintrachtigen. Die 
Herabsetzung der chemotherapeutischen Dosis bringt fur 
den Patienten entscheidende Vorteile, weil dadurch die 
toxischen Begleiterscheinungen der Chemotherapie stark 
vermindert werden konnen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde mit Hilfe 
der erf indungsgemafien Methode untersucht, ob das durch 
den Uberlebensf aktor IGF-II vermittelte Signal, welches 
das Oberleben von p-Tumorzellen bewirkt, durch den 
IGF-Rezeptor ubermittelt wird. Zu diesem Zweck wurde 
eine dominant-negative Version des humanen IGF-1 
Rezeptors (dnIGF-lR) , die eine Aminosauresubstitution 
in der ATP-Bindungsstelle (28) aufweist f transient in 
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Wildtyp-p-Tumorzellen mit einem das Green Fluorescence 
Protein tragenden Plasmid (eGFP) co-transf iziert . Die 
Zellen wurden daraufhin mit apoptotischen Stimuli 
und/oder Wachstumsf aktoren inkubiert, geerntet, fixiert 
und mit Propidiumj odid gefarbt, urn den DNA-Gehalt zu 
bestimmen. Mittels Facs Analyse wurden transf izierte, 
eGFP exprimierende einzelne Zellen nachgewiesen und in 
dieser Population die apoptotischen Zellen durch ihren 
DNA-Gehalt von weniger als 2 N identif iziert . Es zeigte 
sich, dafi die Transfektion mit Plasmiden, die fur den 
dnIGF-lR kodieren, einen dramatischen Anstieg der 
Apoptose sowohl in unbehandelten als auch in mit 
Daunomycin oder Etoposid behandelten Wildtyp- 
P-Tumor zellen zur Folge hat. Es wurde f estgestellt , dafi 
dnIGF-lR die Apoptose in p-Tumorzellen beinahe mit 
derselben Effizienz verstarkt wie das Adenovirus-EIA- 
Protein, eines der potentesten apoptoseinduzierenden 
Genprodukte uberhaupt. Somit konnte mit Hilfe der 
erf indungsgemaften Assaymethode gezeigt werden, daB 
Tumorzellen auf apoptotische Stimuli empf indlicher 
reagieren, wenn die IGF-IR-Signaliibertragung 
unterbrochen ist und dafi sie, ahnlich wie IGF-II- 
defiziente Tumorzellen, eine erhohte Empf indlichkeit 
gegeniiber Chemotherapeutika auf weisen . 

Ferner konnen mit der erf indungsgemafien Methode 
bekannte Gene daraufhin untersucht werden, ob und in 
welchem Ausmafi sie Apoptose in unterschiedlichen 
Zelltypen modulieren. 

Eine weitere Anwendung der erf indungsgemalien Methode 
ist die Expressionsklonierung von Genen, die Apoptose 
modulieren. Dafiir wird eine komplette cDNA- 
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Expressionsbibliothek transient in Zellen transf iziert . 
Die erf indungsgemafte Methode ist in der Lage, den 
Einfluft von Genexpression innerhalb 24 bis 48 Stunden 
zu messen. Es ist daher moglich, Zellen zu analysieren 
und noch lebend zu isolieren. Fur diese Anwendung wird 
eine Modifikation der Methode vorgenommen, indem 
Einzelzellen, die von einem zu bestimmenden 
Apoptosehintergrund abweichen, durch FACS-Sortierung 
isoliert werden. Die in diese Zellen transf izierten 
Plasmide werden isoliert, amplif iziert und in weiteren 
Transf ektionsrunden selektioniert . Plasmide, die ein 
Apoptose-modulierendes Gen enthalten, werden auf diese 
Weise isoliert. Die entsprechenden Gene werden dann 
durch Sequenzierung und weitere Expressions- und 
Funktionsstudien charakterisiert . 

Urn die erf indungsgemafie Methode zu validieren, wurden 
im Beispiel 1 zunachst etablierte Tumorzellinen 
verwendet, die einerseits mit einem GFP-Plasmid, und 
andererseits mit einem Plasmid, enthaltend eine 
pro-apoptotische oder eine anti-apoptotische 
Gensequenz, oder einem Kontroll-Plasmid transfiziert 
wurden. Anschliefiend an die Transf ektion wurden die 
Zellen nach einer Ruhepause mit einem apoptotischen 
Stimulus behandelt (Kontrollzellen blieben 
unbehandelt) . Anschlieliend wurden die abgelosten Zellen 
gesammelt und mit den trypsinierten adherenten Zellen 
vereinigt, gewaschen und fixiert. Nach dem 
anschlieflenden Waschen wurden die Zellen geteilt, urn 
einen Vergleich der erf indungsgemaften Methode mit der 
herkommlichen TUNEL-Methode, die f luroeszierendes 
Cy5-dCTP (5-Amino-propargyl-2 f -Deoxycytidin 5 1 - 
Triphosphat gekoppelt an Cy5 Fluoreszenzf arbstof f ) 
verwendet, zu ermoglichen. 
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Es zeigte sich, dali die erf indungsgemafie Methode 
verlafilich den erwarteten pro- oder anti-apoptotischen 
Effekt der Genprodukte nachweist und dafi der Zusatz des 
apoptotischen Stimulus den beobachteten Effekt 
verstarkt. Wenngleich die Empf indlichkeit der 
erf indungsgemafien Methode unter den gewahlten 
Bedingungen etwas geringer war als die der TUNEL- 
Methode, war der normalisierte Apoptose-Wert , 
ausgedriickt als das Verhaltnis der mit dem 
pro-apoptotischen Gen erzielten maximalen Apotosewerte 
des jeweiligen Assays, nahezu identisch. Gegenuber der 
TUNEL-Methode weist die erf indungsgemafie Methode den 
Vorteil der Schnelligkeit , Einfachheit und Billigkeit 
auf . 

Die breite Anwendbarkeit sowie Verlafilichkeit der 
erf indungsgemafien Methode wurde durch Verwendung einer 
nicht-transf ormierten Rat ten- Fibroblast en- Ze 11 inie, die 
weniger auf apoptotische Stimuli reagiert als die 
etablierten Tumorzellinien, bestatigt . 

Die erf indungsgemafie Methode ermoglicht es, rasch, 
wirkungsvoll und reproduzierbar die potentielle Rolle 
eines Genprodukts in der Apoptose f est zustellen . 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt einen 
Kit zur einfachen und routinemafiigen Durchfiihrung des 
Verf ahrens . 

Ein solcher Kit enthalt zweckmafiig in mehreren 
getrennten Behaltern fo.lgende Komponenten: 

a) eine oder mehrere fur die Transfektion 
erf orderliche Komponenten ; 
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b) ein Plasmid, enthaltend die fur das 

f luoreszierende Markerprotein kodierende Sequenz; 

c) einen Leervektor fur die Inserierung der 
interessierenden DNA Sequenz sowie fur 
Kontrollmessungen; 

d) die Primarf ixierlosung, z.B. Paraf ormaldehyd- 
Losung; 

e) die Nachf ixier/Permeabilisierungslosung, z.B. 
70 % Ethanol; 

f ) Waschlosung(en) ; 

g) einen DNA-bindenden Farbstoff . 

Vorzugsweise enthalt der Kit als 

Transf ektionskomponenten Polyethylenimin und 

Psoralen/UV- inaktiviertes Adenovirus. 

Beispiel 1 

Fur dieses Beispiel wurden etablierte Tumorzellinien 
(/3TC und /3HC) verwendet, die von /3-Zell-Tumoren (15) 
transgener Mause stammen, in denen die regulatorische 
Region des Insulin-Gens (Rip) die Expression des grolien 
T -Antigens von Simianvirus 4 0 (Tag) in den /3-Zellen 
pankreatischer Inseln spezifisch induziert (16) . 

Ca . 8 0.000 Zellen wurden in eine Vertiefung von 6 cm 
einer Kulturschale mit 6 Vertiefungen gesat und in 
DMEM, erganzt mit 10 % FCS (v/v) f 2 mM Glutamin, 
100 internationalen Einheiten Penicillin und 100 pg/ml 
Streptomycin, bis zu einer Konfluenz von 70 % 
gezuchtet. Die Zellen wurden mit 1 ]ig eines Plasmids, 
kodierend fur eGFP (^enhanced GFP X> ; pEGFP-Cl; Clontech) 
zusammen mit 1 pg eines Kontrollplasmids (pMEX; (22)), 
eines pCMV-Plasmids, enthaltend das pro-apoptotische 
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Adenovirus-Gen E1A oder eines pCMV-Plasmids , enthaltend 
das anti-apoptotische Adenovirus-Gen E1B-19K (17, 18) 
unter Verwendung von 10 pi Lipof ectAMINE (GIBCO-BRL) 
nach Empfehlung des Herstellers transf iziert . Nach der 
Transfektion wurden die Zellen 16 h in komplettem 
Medium ruhen gelassen, anschlieliend wurden die Zellen 
entweder unbehandelt gelassen oder mit einem 
apoptotischen Stimulus (800 ng/ml Staurosporin; Sigma) 
(19, 20) wahrend weiterer 16 h behandelt. 32 h nach der 
Transfektion wurden die abgelosten Zellen mit 
trypsinierten, adherenten Zellen vereinigt, zweimal mit 
4 ml PBS gewaschen und bei Raumtemperatur wahrend 
30 min fixiert (2 % Paraf ormaldehyd, 100 mM NaCl, 
300 mM Saccharose, 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA 
(Ethylenglykol-bis- (2-aminoethyl) -tetraessigsaure) , 
10 mM PIPES (piperazine-NiN^-bis [z-ethane sulfonic 
acid]) pH 6.8). Dann wurde zweimal mit 4 ml PBS 
gewaschen und 14 h lang in eiskaltem 70 % EtOH 
nachf ixiert . 

Nach der Fixierung wurden die Zellen zweimal mit 4 ml 
PBS gewaschen und geteilt. Eine Halfte der Probe wurde 
mit RNase A (Sigma, St. Louis, USA) (50 ]ig/ml) in PBS 
wahrend 30 min behandelt, zweimal mit 4 ml PBS 
gewaschen und 30 min vor der FACS-Analyse mit 
Propidiumjodid in PBS (PI; 50 pg/ml; Sigma, St. Louis, 
USA) gefarbt. Die andere Halfte der Probe wurde mit 
50 yl TdT-Reaktionsmischung (terminale 
De soxynukleotidy It ransf erase; Boehringer Mannheim; 
200 mM Kaliumkakodylat, 25 mM Tris-HCl pH 6.6, 
0.25 mg/ml Rinderserumalbumin, 1 mM C0CI2; 0.25 nmol 
FluoroLink Cy5AP3-dCTP [Amersham] , 12.5 Einheiten TdT) 
1 h lang bei 37 °C inkubiert, zweimal mit 4 ml PBS 
gewaschen, mit RNase in PBS (50 \ig/ml) wahrend 30 min 
behandelt, zweimal mit 4 ml HBS gewaschen (ab diesem 
Schritt wurde statt PBS HBS verwendet, weil DAPI in PBS 
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dazu neigt, Mikroprazipitate zu verursachen) , mit DAPI 
in HBS (10 pg/ml; Sigma) wahrend 20 min gefarbt und auf 
einem Becton Dickinson FACS Vantage Gerat analysiert. 
Die FACS Analyse der Pl-gefarbten Zellen wurde mit 
einem Becton Dickinson FACScan Gerat durchgef uhrt , das 
mit einem sog. xx doublet discrimination module" 
ausgestattet ist, mit dem Zellaggregate mittels 
Berechnung der Pulsweite und Pulsweite diskriminiert 
werden. Das Ergebnis der Versuche ist in Fig. 1 
dargestellt. Fig. 1A zeigt die Anzahl der apoptotischen 
/3HC 13T Tumor zellen (% Apoptose) in der gesamten 
eGFP-positiven Zellpopulation . Die schwarzen Balken 
zeigen die Bestimmung des sub-2N DNA Gehalts (GFP/PI); 
die weifien Balken den Einbau von f luoreszentem 
Cy5AP3-dCTP wahrend der TdT-Reaktion (GFP/TUNEL) . Die 
Zugabe von Staurosporin ist angegeben. Es wurde eine 
Anregungswellenlange von 488 run fur eGFP und PI, eine 
Anregungswellenlange von 647 nm fiir Cy5 und UV eines 
Wellenlangenbereichs von 51 - 364 nm fiir DAPI 
verwendet. Die Emissionsf luoreszenz wurde unter 
Verwendung eines 530/20 nm Schmalbandf liters fur eGFP, 
eines 610 nm Sperrfilters fiir PI, eines 675/20 nm 
Schmalbandf liters fiir Cy5 und eines 

424/44 Schmalbandf ilters fur DAPI gesammelt. Dupletten 
wurden mittels gepulster Prozessierung ausgeschlossen . 
eGFP-exprimierende Zellen wurden ausgewahlt und auf 
Cy5- oder PI-Fluoreszenz analysiert. Die Daten wurden 
unter Verwendung der CELLQuest-Sof tware (Becton 
Dickinson) analysiert. Jeder Balken stellt den 
Durchschnitt von 3 Transf ektionen dar, 

Standardabweichungen sind duch Fehlerbalken angezeigt. 
Jede Messung umfafite 40.000 Gesamtereignisse, 
ausgewahlt nach Grofte und Einzelzellen . Die 
Transf ektionsef f izienz betrug 20-30 %. 
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Fig. IB zeigt den normalisierten Prozentsatz der 
Apoptose fur die verschiedenen Konstrukte. 
Apoptoseindex wurde unter Verwendung folgender Funktion 
normalisiert : (% Apoptose in X/% Apoptose in 
eGFP-Cl/ElA) x 100. Der' apoptotische Index wurde fur 
jede der verwendeten Nachweismethoden und fur jede 
Nach-Transf ektionsbehandlung ( +/- Staurosporin) 
normalisiert . 

Beispiel 2 

In diesem Beispiel wurde einer nicht-transf ormierte 
Ratten-Fibroblasten-Zellinie der Bezeichnung RatlA 
verwendet. Die Zellen wurden transient transf iziert , 
wobei entweder, wie in Beispiel 1 beschrieben, 
Lipofect AMINE oder Polyethylenimin ( PEI 2000) -DNA- 
Adenovirus-Komplexe (WO 93/07283) verwendet wurden. Im 
iibrigen wurde hinsichtlich Behandlung der Zellen und 
Bestimmung der Apoptose mittels erf indungsgemaliem 
Verfahren einerseits und TUNEL-Methode andererseits 
genauso vorgegangen, wie in Beispiel 1 beschrieben. Der 
Vergleich der verschiedenen Transf ektionsmethoden und 
Apoptose-Meftmethoden ist in der Tabelle dargestellt. 
Jeder Wert stellt den Durchschnitt von 3 Transf ektionen 
dar; die Standardabweichung ist angegeben (s.d.)- 
Die Effizienz bei der Transf ektionsmethoden betrug 
25-30 %. 

Beispiel 3 

In diesem Beispiel wurden Wildtyp-p- Tumor zellen (15) 
verwendet . Das verwendete dominant-negative IGF-1 
Rezeptorkonstrukt , das unter der Kontrolle des 
CMV-Promotors steht und in dem das Codon 1003 in der 
ATP-Bindungsstelle von Lysin zu Alanin mutiert ist, 
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wurde von (28) beschrieben. Wie in clen vorigen 
Beispielen beschrieben, wurden Wildtyp-fi-Tumor zellen 
bei einer Dichte von 80.000 Zellen in Triplikaten in 
Kulturplatten mit 6 Vertiefungen ausgesat. 24 h spater 
wurden die Zellen co-transf iziert mit pEGFP-Cl und 
einem Kontrollplasmid (Fig. 2: pMEX/ctr) oder mit 
pEGFP-Cl und einem Expressionsplasmid, kodierend 
entweder fur Adenovirus-EIA (Fig. 2: E1A) , Adenovirus- 
E1B-19K (Fig. 2: E1B-19K) oder den dominant-negativen 
IGF-1R. 36 h nach der Transfektion wurde Daunomycin 
(Fig. 2: schraffierte Balken) oder Etoposid (Fig. 2: 
weifle Balken) zum Kulturmedium in einer Konzentration 
von 1 jaM bzw. 10 |aM gegeben. Transf izierte, aber 
unbehandelte Zellen werden in Fig. 2 durch schwarze 
Balken dargestellt. 12 h nach Daunomycin- bzw. 
Etoposid-Behandlung wurden die Zellen geerntet, fixiert 
und mit Propidiumj odid behandelt, wie in den vorigen 
Beispielen beschrieben. Die Bestimmung der 
apoptotischen Zellen wurde ebenfalls nach den oben 
beschriebenen Methoden durchgef iihrt . Fur jede Messung 
wurden 40.000 Ereignisse gesammelt; die 
Transf ektionsef f izienz betrug 25-30 %. Die 
Standardabweichung ist durch Fehlerbalken angezeigt. 
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Tabelle 



Trans£i- 

ziertes 

Konstrukt 


Lipofec tAMINE 




Propidium Jodid 


TUNEL 




% Apoptose 
(s.d.) 


% Apoptose 
normalisiert 


% Apoptose 
(s.d.) 


% Apoptose 
normalisiert 


pMEX (Ctr) 


3.3 (0.7) 


68 . 8 


6.5 (0.6) 


71.4 


PE1B-19K 


1.4 (0.3) 


29.2 


2.2 (0.5) 


24.2 


pElA 


4.8 (0.4) 


100 


9.1 (2.6) 


100 




PEI / Adeno 


pMEX (Ctr) 


1.2 (0.2) 


52.2 


7.5 (0.3) 


52.1 


PE1B-19K 


0.7 (0.1) 


30.4 


5.2 (0.8) 


36.1 


pElA 


2.3 (0.6) 


100 


14.4 
(2.7) 


100 



WO 99/28499 



24 



PCT/EP98/07682 



Literatur 



1. Korsmeyer, S. J. (1995) Trends Genet, 11(3), 
101-105. 

2. Chinnaiyan, A. M. and Dixit, V, M. (1996) Current 
Biology, 6(5), 555-562. 

3. Vaux, D. L. and Strasser, A. (1996) Proc Natl Acad 
Sci USA, 93(6), 2239-2244. 

4. White, E. (1996) Genes Dev, 10(1), 1-15. 

5. Kerr, J. F. R., Gobe, G. C, Winterford, C. M. and 
Harmon, B. V. (1995) In Schwartz, L. M., and 
Osborne, B. A. (eds.;, Cell Death. Academic 
Press, Inc., San Diego, Vol. 46, pp. 1-27. 

6. McGahon, A. J., Martin, S. J., Bissonnette, R. P., 
Mahboubi, A., Shi, Y., Mogil, R. J., Nishioka, W. 
K. and Green, D. R. (1995) In Schwartz, L. M . , and 
Osborne, B. A. (eds.), Cell Death. Academic Press, 
Inc., San Diego, Vol. 46, pp. 153-185. 

7. Koopman, G., Reutelingsperger , C. P., Kuijten, G. 
A., Keehnen, R. M. , Pals, S. T. and van Oers, M. 
J. (1994) Blood, 84(5), 1415-1420. 

8. Wyllie, A. H. (1980) Nature, 284, 555-556. 

9. Gavrieli, Y., Sherman, Y. and Ben-Sasson, S. A. 
(1992) J Cell Biol, 119, 493-501. 

10. Cormack, B. P., Valdivia, R. H. and Falkow, S. 
(1996) Gene, 173, 33-38. 

11. Nicoletti, I., Migliorati, G., Pagliacci, M. C, 
Grignani, F. and Riccardi, C. (1991) J Immunol 
Meth, 139, 271-279. 

12. Telford, W. G., King, L. E. and Fraker, P. J. 
(1991) Cell Prolif, 24, 447-459. 



WO 99/28499 



PCT/EP98/07682 



25 



13. Telford, W. G . , King, L. E. and Fraker, P. J. 
(1992) Cytometry, 13(2), 137-143. 

14. Darzynkiewicz, Z., Bruno, S., Del Bino, G., 
Gorczyca, W., Hotz, M. A., Lassota, P. and 
Traganos, F. (1992) Cytometry, 13(8), 795-808. 

15. Radvanyi, F., Christgau, S., Baekkeskov, S., 
Jolicoeur, C. and Hanahan, D. (1993) Mol Cell 
Biol, 13, 4223-4232. 

16. Hanahan, D. (1985) Nature, 315, 115-121. 

17. White, E . , Cipriani, R., Sabbatini, P. and Denton, 
A. (1991) J Virol, 65, 2968-2978. 

18. White, E. and Cipriani, R. (1990) Mol Cell Biol, 
10, 120-130. 

19. Jacobsen, M. D. , Weil, M. and Raff, M. C. (1996) J 
Cell Biol, 133, 1041-1051. 

20. Raff, M. C, Barres, B. A., Burne, J. F. , Coles, 
H. S., Ishizaki, Y. and Jacobson, M. D. (1993) 
Science, 262, 695-700. 

21. Baker, A., et al., (1997) Gene Therapy, 4, 773-782 

22. Martin-Zanca, D., et al . , (1989) Mol. Cell. Biol. 
9, 24-33 

23. Reed. J.C. (1997) Nature, 387, 773-776 

24. Villa, P., Kaufmann, S.H. und Earnshaw, W.C., 
(1997) Trends Biochem. Sci., 22, 388-393 

25. Ormo, M . , et al., (1996) Science, 273, 1392-1395 

26. Living Colors pEBFP Vector (1997) CLONTECHniques , 
XII, 16-17 

27. Light microscopy biology a practical approach. 
Alan J. Lacey (Hrsg.), IRL Press 1989, Kap. 4, 
103-136 

28. Kato, H., et al., 1993, J. Biol. Chem. 268, 
2655-2661 

29. Baserga, R., et al., 1997, Biochem. Biophys. Acta, 
1332, F105-F126 

30. Partanen, J., et al., 1992, Progr. Growth Factor 
Res. 4, 69-83 



WO 99/28499 



PCT7EP98/07682 



26 

31- Heldin, C.-H., 1995, Cell 80, 213-223 

32. Peles, E. und Yarden, Y., 1993, Bioessays 15, 
815-824 

33. Pawson, T., 1995, Nature 373, 573-580 

34. Downward, J., 1994, Nature 371, 379 

35. Divechia,N. und Irvine, R.F., 1995, Cell 80, 
269-278 

36. Franke, T.F., et al., 1997, Cell 88, 435-437 

37. Pritchard, C. und McMahon, M . , 1997, Nature 
Genetics 16, 214-215 



WO 99/28499 



27 



PCT/EP98/07682 



Patentanspriiche 

1) Verfahren zur Messung von Apoptose, dadurch 
gekennzeichnet , dali man 

A) eine Population von Saugetierzellen transient 
transf iziert 

ai) mit einem Plasmid, enthaltend eine interessierende 
DNA-Sequenz, von der bestimmt werden soil, ob sie 
bzw. das davon exprimierte Polypeptid eine pro- 
oder anti-apoptotische Wirkung hat, 

aii) oder mit einem Plasmid, enthaltend eine 

interessierende DNA-Sequenz, von der bestimmt 
werden soil, ob bzw. durch welche Substanzen ihre 
pro- oder anti-apoptotische Wirkung bzw. die 
Wirkung des davon exprimierten Polypeptids 
modulierbar ist, 

b) und mit einem Plasmid, enthaltend eine fur ein 
f luoreszierendes Markerprotein kodierende DNA, 

B) die Zellen in einem geeigneten Nahrmedium solange 
inkubiert, bis die interessierende DNA-Sequenz 
bzw. das exprimierte Polypeptid seine potentielle 
Wirkung auf die Apoptose ausgeubt hat, 

C) die Zellen erntet und fixiert, so daft das 

f luoreszierende Protein in den Zellen verbleibt, 
wahrend die bei der Apoptose entstehenden DNA- 
Fragmente aus den Zellen diffundieren konnen, 
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D) mittels Messung des DNA-Gehalts cien Anteil der 
apoptotischen Zellen bestimmt, 

E) mittels Messung der Zellen mit f luoreszierenden 
Markerprotein den Anteil der transf izierten Zellen 
bestimmt , 

F) und durch Vergleich der in Schritt D und E 
erhaltenen Werte den Anteil der apoptischen Zellen 
in der transf izierten Subpopulation der Zellen 
bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi man die Transfektion der Zellen mit 
Polyethylenimin und inaktiviertem Adenovirus 
durchf uhrt . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das in A b) definierte f luoreszierende 
Polypeptid das Green Fluorescent Protein ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft man den DNA-Gehalt mit einem DNA-bindenden 
Farbstoff miftt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Farbstoff Propidiumj odid ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , dafi man die Inkubation 
gemafi Schritt B) in Gegenwart einer. Testsubstanz 
vornimmt . 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , daft man die Inkubation 
gemaft Schritt B) in Gegenwart einer Substanz 
vornimmt, die Apoptose stimuliert . 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Primarf ixierung in 
Schritt C mit Paraf ormaldehyd und die 

Sekundarf ixierung/Permeabilisierung der Zellen mit 
Ethanol vorgenommen wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daft die in Schritt D und E 
definierten Messungen in einem Schritt mittels 

f luoreszenzaktivierter Durchf luflzytometrie-Analyse 
durchgef uhrt werden . 

10. Kit zur Durchf uhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft er in 
mehreren getrennten Behaltern folgende Komponenten 
enth&lt : 

a) eine oder mehrere fur die Transfektion 
erf orderliche Komponenten; 

b) ein Plasmid, enthaltend die fur das 

f luoreszierende Markerprotein kodierende Sequenz; 

c) einen Leervektor. fur die Inserierung der 
interessierenden DNA-Sequenz sowie fur 
Kontrollmessungen; 

d) die Primarf ixierlosung; 

e) die Sekundarf ixier/Permeabilisierungslosung; 



WO 99/28499 



PCT/EP98/07682 



30 



f) Waschlosung(en) ; 

g) einen DNA-bindenden Farbstoff. 

11. Kit nach Anspruch 10, enthaltend als Komponente a) 
Polyethylenimin und Psoralen/UV-inaktiviertes 
Adenovirus . 

12. Kit nach Anspruch 10 , enthaltend als Komponente b) 
ein fur Green Fluorescent Protein kodierendes 
Plasmid. 

13. Kit nach Anspruch 10, enthaltend als 
Komponenten d) eine ca . 2%ige 

Paraf ormaldehydlosung und als Komponente e) ca. 
7 0 % Ethanol. 

14. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 zum 
Identif izieren von Substanzen, welche die pro- 
oder anti-apoptotische Wirkung von Genen oder 
Genprodukten modulieren. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 zum Identif izieren von 
therapeutisch wirksamen Substanzen, die eine 
synergist ische Wirkung mit der Inhibierung bzw. 
dem Fehlen der Oberlebensf aktorf unktion von 
Tumor zellen aufweisen, dadurch gekennzeichnet , dali 
die Zellen Tumorzellen sind, daft die DNA-Sequenz 
gemafi aii) eine dominant-negative Version eines 
Rezeptors fur einen tumorzelleigenen 
Oberlebensf aktor oder eines 

Signalubertragungsmolekuls eines solchen Rezeptors 
ist und daft die Zellen in Gegenwart der 
Testsubstanz inkubiert werden. 
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16. Verwendung nach Anspruch 15, daclurch 
gekennzeichnet , dafi die DNA-Sequenz gemafi aii) 
eine dominant-negative Version des IGF-l-Rezeptors 
ist . 

17. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die DNA-Sequenz gemali aii) 
eine dominant-negative Version eines FGF-Rezeptors 
ist . 

18. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die DNA-Sequenz gemali aii) 
eine dominant-negative Version eines 
PDGF-Rezeptors ist . 
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Fig. 1 A 
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